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RESUMEN

El presente proyecto de investigacidn tuvo como objetivo elaborar un preparado hidrosoluble
en forma de solido pulverulento a partir de extractos acuosos de llex guayusa Loes,
considerando prioritario maximizar el contenido de cafeina y polifenoles. Las mejores
condiciones para extraer la mayor cantidad de cafeina y polifenoles se identificaron con 15
g de guayusa en 100 mL de agua destilada, aplicando la decoccién por 30 min. Mediante
métodos espectrofotométricos se cuantificéd la cantidad de cafeina y de polifenoles totales,
las cuales arrojaron valores de 71,7 mg/L y 55,76 mg/L respectivamente. Se aplicaron las
tecnologias de liofilizacion y spray drying para obtener dos muestras de sélido pulverulento
hidrosoluble. Sobre ambas muestras se realizaron pruebas de solubilidad, dando como
resultado una disolucion en caliente (ebullicion) en un tiempo menor a 30 segundos y en frio
(16°C + 2°C) menor a 3 minutos. EI pH para ambas muestras fue de 5,56 y 5,50
respectivamente. En el analisis de cenizas se obtuvieron resultados de 13,57% para la
muestra liofilizada y 13,87% para spray drying. Las dos muestras de sélido pulverulento
resultaron libres de microorganismos aerobios mesofilos, pero la muestra obtenida por
liofilizacion evidencio presencia de Salmonella. Los sélidos pulverulentos mostraron un
contenido de cobre y zinc respectivamente de 11,30 mg/kg y 69,60 mg/kg para la muestra
obtenida por liofilizacion y de 12,35 mg/kg, 234,50 mg/kg para la muestra obtenida con el
método spray drying. El hierro arrojé un resultado de 29,20 mg/kg y de 19,35 mg/kg para
los dos extractos. El contenido de plomo resultd ser no detectable en ambas muestras. Los
resultados obtenidos son coherentes con la normativa NTE INEN 1122:2013 relacionada a
los requisitos de café soluble obtenido con las dos tecnologias mencionadas. Por lo tanto, la
presente investigacion sienta las bases para el desarrollo de un producto hidrosoluble a base

de extracto de I. guayusa enriquecido en cafeina y polifenoles.

Palabras Claves: Ilex guayusa, polifenoles, cafeina, liofilizacion, spray drying.



ABSTRACT

The objective of this research project was to prepare a water-soluble solid powder from
aqueous extracts of llex guayusa Loes, in order to maximize the content of caffeine and
polyphenols. The best conditions for the extraction of the highest amount of caffeine and
polyphenols were 15 grams of guayusa in 100 ml of distilled water, applying the decoction
method for 30 minutes. The amount quantified the amount of caffeine and total polyphenols
were determined by spectrophotometric methods and yielded values of 71,7 mg/L and 55,76
mg/L respectively for the most efficient extract. Freeze drying and spray drying technologies
were applied to obtain two samples of water-soluble powdery solid. Solubility tests were
performed on both samples, resulting in a hot (boiling) solution in less than 30 seconds and
cold (16 ° C £ 2 ° C) less than 3 minutes. The pH for both samples was 5.56 and 5.50
respectively. Considering the ash content, results of 13.57% were obtained for the
lyophilized sample and 13.87% for spray drying. The two samples of powdery solid were
free of mesophilic aerobic microorganisms, but the sample obtained by lyophilization
method evidenced the presence of Salmonella. The powder solids showed a copper and zinc
content respectively of 11.30 mg/kg and 69.60 mg/kg for the sample obtained by
lyophilization and 12.35 mg/kg, 234.50 mg/kg for the sample obtained with the spray drying
method. The iron content was 29.20 mg/kg and 19.35 mg/kg respectively. Lead content
proved to be undetectable in both samples. The results obtained are consistent with the NTE
INEN 1122: 2013 regulations related to the requirements of soluble coffee obtained with the
two mentioned technologies. Therefore, the present investigation lays the foundations for
the development of a water-soluble product based on extract of I. guayusa enriched in

caffeine and polyphenols.

Keywords: llex guayusa, polyphenol, caffeine, freeze-drying, spray drying.
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION

La Amazonia Ecuatoriana es considerada uno de los sectores con mas biodiversidad en el
mundo, su inmensa variedad de plantas motiva que se hagan constantes investigaciones tanto
en el &rea alimentaria como también en el campo de desarrollo de materias primas orientadas
al mercado cosmetico y farmacéutico (Radice et al., 2016); (Radice & Vidari, 2007). I.
guayusa, debido a sus propiedades antioxidantes, energizantes y estimulante ha despertado

un gran interés a nivel mundial (Carrera, 2017).

La mayoria de las especies que se hallan en Ecuador, son desconocidas en el mundo
moderno, sin embargo, las diferentes culturas indigenas, debido a las diferentes propiedades
benéficas han utilizado distintas plantas para aprovechar sus propiedades curativas, tal es el

caso de la I. guayusa (Rocha, 2018).

| guayusa, es una planta autdctona de la region amazonica del Ecuador, con poca frecuencia
se encuentra en las chacras como un cultivo laborado por los agricultores, no obstante,
debido al gran interés que ha creado, paulatinamente se estdn aumentando cultivos de
provecho comercial. Los pueblos oriundos de la region amazédnica de Ecuador,
principalmente de las provincias de Pastaza y Napo, utilizan las hojas de esta planta para
preparar decocciones antes de llevar a cabo ceremonias donde son participes los moradores
de cada pueblo (Rocha, 2018).

Acorde a los registros herbarios situados en Loja, |. guayusa se encuentra situada en
diferentes provincias de Ecuador, de las cuales se pueden mencionar a Zamora Chinchipe,

Napo, Pastaza, Morona Santiago y Sucumbios (Rocha, 2018).

I. guayusa se encuentra dentro de las variedades del género llex y representa una de las
distintas especies que producen cafeina, usada desde tiempos recientes como estimulante y
medicinal (Rocha, 2018).

El contenido de cafeina presente en I. guayusa puede fluctuar entre 2,90 a 3,28% en base
seca, la bebida de guayusa es utilizada por indigenas de la Amazonia ecuatoriana como un
medicamento natural, pero también como una bebida relajante, de hospitalidad y de
bienvenida (Carrera, 2017).



Ademas de la cafeina, la especie es cientificamente relevante por su contenido de polifenoles
tales como el &cido clorogénico y quercetin-3-O-hexosa, moléculas conocidas por su

actividad antioxidante (Villacis, Stinco, Jerves, Ortiz, & Ruales, 2017).

Con estos antecedentes la finalidad del presente estudio es elaborar un preparado
hidrosoluble en forma de sélido pulverulento a partir de I. guayusa, considerando que por su
contenido de cafeina y polifenoles se convierte en un ingrediente para bebidas energizantes

o alimentos funcionales.

1.1. PLANTEAMENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, en el mercado existen variedades de productos elaborados a partir de la especie
I. guayusa, sin embargo, no se cuenta con productos de alto valor agregado, obtenidos con
tecnologias agroindustriales innovadoras que garanticen una mayor estabilidad Yy

aprovechamiento.

1.2. JUSTIFICACION

Ecuador pertenece al selecto grupo de los 17 paises considerados mega diversos. Por lo tanto,
la presencia de un enorme nimero de especies vegetales ha permitido que las poblaciones
locales hayan experimentado empiricamente sus usos tanto como alimentos asi como

remedios para el tratamiento de varias enfermedades (Radice & Vidari, 2007).

I. guayusa es una planta ampliamente difundida en Ecuador, Colombia y Pert y desde la
antigiiedad hasta hoy se aprovechan las hojas con la finalidad de elaborar infusiones o
decocciones. Se atribuye a la especie una serie de propiedades medicinales, de las que se
pueden mencionar: regulador de la cantidad de glucosa presente en la sangre, estimulante

muscular y nervioso, expectorante y digestivo (Medardo, 2007).

La importancia de los compuestos polifendlicos y de la cafeina como principios activos
para alimentos funcionales, farmacos y cosméticos ha sido ampliamente abordada en la
investigacion basica. La justificacion del presente estudio se basa en el requerimiento
por parte de los sectores anteriormente mencionados, de nuevos ingredientes capaces de
otorgar a un alimento, un cosmético o un farmaco propiedades beneficiosas para la salud
humana

I. guayusa representa una oportunidad de desarrollo economico local para varios

sectores de la Amazonia ecuatoriana, permitiendo ademas la aplicacion de practicas



agroindustriales innovadoras, sostenibles y sustentables, como se evidencia en los
principios y criterios del Biocomercio (Torres et al., 2017).

La aplicacion de las tecnologias de liofilizacidn y spray drying para la obtencion de un
extracto solido pulverulento presenta un enfoque novedoso para la obtencion de nuevos

derivados de I. guayusa.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

- Elaborar un preparado hidrosoluble en forma de solido pulverulento a partir de extractos

de la especie I. guayusa.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener un preparado liquido optimizado mediante decoccion, sobre la base del contenido

de polifenoles y cafeina.

- Comparar las técnicas de liofilizacion y de spray drying para la obtencion del sélido

pulverulento, teniendo en cuenta los parametros fisico-quimicos y microbioldgicos.



CAPITULO II
2. FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION

2.1. GUAYUSA (llex guayusa)

I. guayusa, es una planta que pertenece a la region amazonica y crece en el Sur de Colombia,
Ecuador y Norte del Peru. Sin embargo, esta planta es utilizada de manera ancestral por los
diferentes pueblos y nacionalidades indigenas por sus propiedades medicinales (Villacis,
Stinco, Jerves, Ortiz, & Ruales, 2017). Las hojas de la I. guayusa son sometidas a un proceso
de secado y posterior a ello se elaboran infusiones conocida en la medicina tradicional por
las siguientes propiedades terapéuticas: estimulante nervioso y muscular, expectorante,
digestivo y reductor del nivel de glucosa en la sangre. Las investigaciones anteriormente
mencionadas sobre la especie han identificado la presencia de varios metabolitos secundarios
prevalentemente cafeina, polifenoles y aminoécidos (Wise & Negrin, 2019); (Radice et al.,
2017).

Ademas, la I. guayusa contiene teobromina, un estimulante que generalmente se encuentra

en el chocolate, y L-teanina, un acido glutamico que se encuentra en el té verde que ha

demostrado reducir la fatiga fisica y mental (Fundacion Chankuap, 2013).

2.2. DESCRIPCION BOTANICA

I. guayusa se caracteriza por un tronco delgado y flexible y su altura puede oscilar entre los
10 y 25 metros. Su didmetro de la elevacion al pecho fluctda entre los 20 y 50 cm
aproximadamente. El follaje que presenta esta planta es muy denso (Salvador & Salazar,
2014).

La flor presenta pétalos obtusos de color blanco verdoso, asi como ovario sésil subgloboso
con cavidades que pueden variar entre los 4 y 6, también posee un fruto que tiene forma de
baya con una coloracion verde de aproximadamente 10 mm de ancho (Humanante &
Caranqui, 2011).

I. guayusa se desarrolla a temperaturas que fluctian entre 26 a 28°C y soporta
precipitaciones anuales de 1000 a 3000 mm (Salvador et al. 2017).



Tabla 1. Clasificacion taxonémica de I. guayusa

Nombre Cientifico | llex guayusa
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Celastrales
Familia Aquifoliacea
Género llex

Especie Guayuasa
Autor Loes

Fuente: (Medardo, 2007)

2.3. USOS TRADICIONALES E HISTORIA DE LA
GUAYUSA

I. guayusa es considerada una planta autdctona de la Amazonia ecuatoriana y, debido al
contenido de cafeina, es utilizada para la elaboracion de bebidas con efectos estimulantes y
curativos. Las infusiones de I. guayusa son mencionadas por varios autores debido a sus
usos etnomedicinales y, diferentes grupos étnicos de la regién amazoénica la usan para el
tratamiento de enfermedades venéreas, diarrea y artritis, como producto natural emético,
estimulante, como ténico estomacal y remedio para el resfriado. Se ha registrado también el
uso tradicional como analgésico, diurético, promotor de la fertilidad para las mujeres
(Schultes, 1979); (Duefias, Jarrett, Cummins, & Logan, 2016).

I. guayusa es caracterizada por ser una planta con uso medicinal, por ende, ha sido utilizada
por grupos Jibaros y Achuar desde la antigliedad. Hay evidencias de su uso en rituales en el
afio 355 a.C (Coronel, 2017). Las poblaciones nativas de la Amazonia ecuatoriana usan las
hojas maduras para la elaboracién de infusiones para ser ingeridas todas las mafianas como
proteccion de animales silvestres (serpientes, insectos) y también como ritual de purificacion
(Coronel, 2017).



2.4. PRODUCTOS EXISTENTES EN EL MERCADO A
BASE DE GUAYUSA.

Segun investigaciones realizadas por ProEcuador (2016), a nivel nacional se encuentra el
95% de la produccién mundial de guayusa, que se cultiva de manera organica.

En la provincia de Pastaza (Ecuador), existe un emprendimiento llamado “Guayusacha”, que

elabora bebidas embotelladas e infusiones a partir de las hojas de guayusa (Massén, 2019).

A nivel nacional existen diferentes productos elaborados a partir de 1. guayusa presentados
en forma de bebidas, sin embargo, hay otros productos elaborados por el emprendimiento
Sachaendemic y su marca “Wa”. Este Contiene tres diferentes productos que son: Bebida de
Guayusa Wa-Flor de Jamaica, Bebida de Guayusa Wa-Jenjibre y Bebida de Guayusa Wa-

limon (Garcia & Solorzano, 2016).

El uso de bebidas energizantes a nivel nacional y mundial ha ido en auge debido a la
demanda globalizada del mundo moderno. Segun la revista The Grocer, en Ecuador las
bebidas energizantes y otros productos destinados para deportistas, en los venideros tres a
cinco afios podria aumentar en USD 733 millones. No obstante, segin investigaciones de
mercados llevados a cabo por Zenith International (2016), muestran una declinacion de
consumo del 1% anual desde el 2016 hasta el 2021 (Coronel, 2017).

2.5. COMPOSICION FITOQUIMICA DE LA 1.
GUAYUSA

Segin Wise & Negrin (2019), la composicion quimica de la guayusa presenta
importantes metabolitos secundarios como compuestos fenélicos y metilxantinas
(cafeina, teobromina). Ademas, han sido detectados terpenoides, aminoacidos y
carbohidratos que completan el conjunto de moléculas bioactivas presentes en la
especie. Un estudio anterior realizado por Radice et al., (2016) identifica, ademas de los

metabolitos anteriormente mencionados, la presencia de guanidina y acido ursolico.



2.6. CAFEINA

La cafeina es un alcaloide xantinico (1, 3, 7 trimetilxantina) que deriva de la purina
mediante la condensacion de un imidazol junto a una pirimidina, presenta efectos
psicoactivos relacionado al mejoramiento de las capacidades cognitivas, se trata ademas
de una molécula presente en varias bebidas populares de diferentes culturas. Este
alcaloide es legal en todo el mundo y se encuentra en mayor cantidad en el café, mate y
en la guayusa. En el afio 1819, Friedrich Runge aislo la cafeina del café por primera vez
y su estructura quimica fue descrita en 1875 por E. Fisher. La cafeina pertenece del

grupo de las xantinas (Cobos, 2017).
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Figura 1. Estructura Molecular de cafeina

2.7. COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN
GUAYUSA (llex guayusa)

La especie ha sido estudiada por el contenido de moléculas antioxidantes; un estudio
realizado por Villacis-Chiriboga et al., (2017) ha permitido encontrar 14 compuestos
fendlicos de los cuales 9 pertenecen a acidos hidroxicinamicos cuyo primordial
representante es el acido clorogeénico, los 5 compuestos fendlicos restantes corresponden
a flavonoides de los cuales el mas representativo es la quercetina-3-O-hexosa. Estos

compuestos son de gran interés debido a sus efectos favorables en la salud.



A continuacion, se presenta la estructura de los compuestos polifenélicos.
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glucosa Dicafeoilquinico

Figura 2. Estructuras moleculares de los polifenoles de | guayusa.

2.8. ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA

GUAYUSA

Segun Wise & Negrin (2019), I. guayusa es una fuente de compuestos fendlicos con

propiedades antioxidantes, la cual se determina mediante la aplicacion de un ensayo de

blanqueo de B-caroteno y un ensayo de eliminacion de radicales libres, donde indican la

composicion polifendlica y la capacidad antioxidante de la guayusa. Previamente en un

estudio realizado por Garcia-Ruiz et al. (2017), se identifica que la capacidad

antioxidante de extractos obtenidos de las hojas de guayusa depende de la edad de la

hoja y el tiempo de la cosecha. Los mismos autores mencionan, ademas, que la guayusa

es utilizada como un antimicrobiano, antidiabético, antiinflamatorio y potencializador a

la fertilidad de la mujer.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281761
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281761

Segun Radice et al (2016), la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos brindan
una accion protectora contra los dafios ocasionados por los radicales libres, asimismo,
debido a la presencia de guanidina, la guayusa puede disminuir la hiperglucemia, sin
alterar el parametro de homeostasis de la glucosa, ademas indica que extractos
hidroalcohélicos y metandlicos de guayusa poseen una accion antifingica hacia la

Candida albicans y Microsporum canis.

2.9. DECOCCION, LIOFILIZACION Y  SPRAY
DRYING.

29.1. DECOCCION

Es un método de extraccion discontinua donde se sumerge la droga (sélido de origen vegetal)
en agua a temperatura de ebullicion por un tiempo que puede variar entre los 15y 30 minutos.
Este método es aplicado a drogas vegetales que permiten obtener extractos y es
extremadamente comin en el mercado alimenticio por lo que se refiere a bebidas calientes

obtenidas al momento del consumo (Farkas, Horvéath, & Molnar, 2014)

2.9.2. LIOFILIZACION

El proceso de liofilizacion de un alimento comprende basicamente la congelacion y
consecuente separacion del agua por medio de sublimacién, identificando las condiciones
oportunas de presién y temperatura en las cuales no hay fase liquida. El ciclo de liofilizacién
incluye la preparacion adecuada del material, dependiendo de su estado fisico, la
congelacién, la sublimacion del hielo desarrollado que, colocado al vacio, se calienta
progresivamente para separarlo de la muestra (secado primario), y finalmente la desorcion
(secado secundario) Cheng, Dong, Long, Zhao, & Hu, (2018); May & Rey, (2004).

2.9.3. SPRAY DRYING

La tecnologia spray drying es considerada como una operacion unitaria muy importante
dentro de la aplicacién de procesos en la industria alimentaria, quimica y farmacéutica. Esta
consiste en la transformacion de una disolucion en un material seco particulado (Mondragén,
Julia, Barba, & Jarque, 2013). Este método es apropiado para secar extractos acuosos de

plantas que contienen compuestos que son sensibles al calor o termolabiles.
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El proceso de Spray Drying es considerado un proceso continuo donde se transforma un
extracto acuoso en particulas secas, se deben tener en consideracion ciertos pardmetros que
estan directamente relacionados con el rendimiento del producto final y uno de ellos es la
concentracion de solidos totales, la cual no debe tener porcentaje de humedad mayor a un
90%, asi mismo la temperatura de entrada del extracto al equipo debe ser de 140°C y la
temperatura de salida de 80°C (Santos, y otros, 2017).

2.9.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION
MOLECULAR

El espectrofotémetro, es un instrumento que compara la radiacion absorbida por una
disolucion que posee una cantidad determinada de soluto. Tiene como fundamento
tedrico la cuantificacion de la absorbancia o transmision de luz de una muestra en

relacion a una longitud de onda determinada. (Yurkanis, 2007).

En el presente estudio se ha utilizado un espectrofotometro UV el cual presenta la emision
de ondas electromagnéticas en un rango entre 200 y 1100 nm. Tanto la cafeina como los
compuestos polifendlicos son metabolitos con una actividad bioldgica relevante. La
cuantificacion de los mencionados compuestos es importante en cuanto indica el
potencial promisorio del solido pulverulento como fuente de cafeina y polifenoles,
considerando que la primera molécula ejerce una accion estimulante y que la presencia
de polifenoles es notable en cuanto permite prever una actividad antioxidante

promisoria.

En los polifenoles, su actividad bioldgica guarda relacién con su capacidad de mejorar
la calidad de un alimento debido a que son los responsables de la conservacion de

algunas caracteristicas organolépticas (Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2016).
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CAPITULO III
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. LOCALIZACION

El presente proyecto de investigacion se realizd en la Universidad Estatal Amazoénica
(UEA) ubicada en el km 2 %2 via al Tena, provincia Pastaza con una altitud de 940
m.s.n.m., latitud de 00 59" -1 y longitud de 770 49" 0" W. Ademas, se conto con el
apoyo del Laboratorio de Bioquimica y Biologia molecular ubicado en la Universidad
regional amazodnica “lkiam” para realizar el proceso de liofilizacion; y el laboratorio de
investigacion de la Facultad de Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato,
ubicada en el Campus Huachi en la avenida los Chasquis y Rio Payamino ciudad de

Ambato, Tungurahua, Ecuador; donde se llevé a cabo el proceso de Spray Drying.

3.2. TIPOS DE INVESTIGACION

Se utilizaron como fuente de informacion articulos cientificos, libros e investigaciones de
instituciones publicas que estan relacionadas al tema, esto permitié obtener informacion
sobre los diferentes procesos y métodos que se utilizaron para la extraccion de la cafeina y

polifenoles de las hojas de I. guayusa.

3.3. METODOS DE INVESTIGACION

En la fase experimental se emplearon métodos cuantitativos que permitieron medir la
cantidad de cafeina y polifenoles totales obtenidos en el producto. Ademas, fueron aplicadas
las técnicas de liofilizacion y spray drying para la obtencion de sélidos pulverulentos y las
metodologias analiticas para la determinacion de los pardmetros de calidad de los productos
finales. En relacién a las fuentes secundarias se utilizaron articulos, libros, metodologias
analiticas y normas INEN (Instituto Ecuatoriano de Normalizacién) con la finalidad de

completar la realizacién del presente documento.

3.4. MATERIALES Y METODOS

34.1. MATERIAL VEGETAL

Las hojas de guayusa se adquirieron en la fundacion Chankuap ubicada en el barrio
simén Bolivar de la ciudad de Macas-Ecuador, estas hojas se encuentra secas Yy

empacadas en sobres de 35 g.
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3.4.2. EQUIPOS, MATERIALES, UTENSILIOS,
REACTIVOS, INSTRUMENTOS

Tabla 2: Equipos, materiales y reactivos

EQUIPOS E | MATERIALES MUESTRAS REACTIVOSY
INSTRUMENTOS DISOLVENTES
-Balanza Analitica. | -Pipetas graduadas. -Hojas secas de llex | Acido clorhidrico
guayusa Loes. -HCI 0,01M

-Planchas de | -Equipo de reflujo. Hidroxido de
calentamiento. sodio -NaOH1 M
-Espectrofotémetro | -Embudos Cloroformo
UV-Vis. separadores. -CHCI3
-Espectrofotémetro | -Celda de vidrio vy -Reactivo de Folin
de absorcion | cuarzo para lectura Ciocalteu
atémica
-pHmMetro -Balones de vidrio -Alcohol
-Mufla -Papel Filtro -Acido Nitrico
-Campana de -Mecherero -Peroxido de
extraccion hidrégeno
-Sistema de -Vasos de
digestion por precipitacion
microondas

-Soporte Universal

-Pinzas de metal

-Matraz de

Erlenmeyer

3.5. DETERMINACION DE CAFEINA:

Se pesaron, de acuerdo con el disefio experimental 5 g, 10 g y 15 g de muestra de hoja seca
de I. guayusa y se colocaron en un bal6n aforado de 500 ml, seguidamente se agregaron 100
ml de agua destilada dejando en reflujo respectivamente por 15 min, 22,5 min y 30 min,
dependiendo del disefio experimental y de la muestra sometida a analisis. Luego se filtr6 en
caliente y se dej6 enfriar para después alcalinizar con NaOH 0,1 M (20 gotas), después se
extrajo la cafeina con dos porciones de cloroformo de 15 ml cada una. Finalmente, se
reunieron los extractos cloroférmicos y se evaporé hasta la sequedad en bafio Maria; se
disolvié la cafeina afiadiendo 50 ml de agua destilada caliente (60°C-90°C), se enfrid, se
colocé a un matraz aforado de 100 ml y se enras6é con agua destilada; de la disolucion
anterior, se tomaron 5 ml hacia un matraz aforado de 25 ml, se agreg6 1 ml de HCI 0,01 M

y se enrasd con agua destilada. Finalmente, la absorbancia de la muestra fue leida a una
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longitud de onda de 275 nm, y se calculé la concentracion de cafeina en la muestra por el
método del patron externo a partir de la siguiente ecuacion:
(m Cp
Am  Ap
Cm: Concentracion de la muestra (que contiene la cafeina)
Anm: Absorbancia de la muestra

Cp: Concentracion del patron

Ay Absorbancia del patrén

3.6. DETERMINACION DE POLIFENOLES:

Se pesaron, de acuerdo con el disefio experimental 5 g, 10 g y 15 g de muestra de hoja seca
de I. guayusa y se colocaron en un balon aforado de 500 ml, seguidamente se agregaron 100
ml de agua destilada dejando en reflujo respectivamente por 15 min, 22,5 min y 30 min.
Luego se filtré en caliente y se tom6 1 ml del extracto en un matraz aforado de 10 ml y se
agreg6 0,5 ml del reactivo Folin-Ciocalteu diluido a la mitad con agua destilada y se dejo en
reposo por 5 min, posteriormente se adiciond 0,5 ml de carbonato de sodio al 20% y se
enrasd con agua destilada, se agitd, se cubrié de la luz por 30 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, la absorbancia se midié a 765 nm en el espectrofotometro.

El contenido total de polifenoles se determiné utilizando una curva de calibracion del &cido
galico y la concentracion de polifenoles totales se expresé en gramos equivalentes de &cido

galico, para ello se empleé la siguiente ecuacion:

A=0,0734C- 0,0028
A: Absorbancia de la muestra

C: Concentracion de la muestra

3.7. DETERMINACION DE PH

Se determind con la ayuda de un pH-metro, se pesé 1 gramo de las muestras pulverizadas de
I. guayusa obtenidas por Spray Dryng y liofilizacion por separado, se disolvio en 15 ml de
agua destilada y se anoto el valor de pH.
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3.8. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

Se peso 1 g de muestra obtenida por liofilizacién y spray drying por duplicado en un crisol,
para luego colocarlas en una plancha de calentamiento a 500°C para carbonizarla,
seguidamente se colocaron los crisoles en una mufla a una temperatura de 550°C por un
tiempo de 5 horas, después de haberse cumplido el tiempo, con ayuda de pinzas metalicas
se procedio a retirar las muestras y se dejé enfriar en un desecador por una 1 hora. El célculo
de las cenizas totales se realizo utilizando la siguiente ecuacion:

_Ml—m

C
M2 —m

* 100

Donde:

C: Porcentaje de cenizas totales

M1: Masa del crisol méas la muestra incinerada
M2: Masa del crisol méas la muestra fresca

m: Masa del crisol vacio

3.9. DETERMINACION DE SOLUBILIDAD EN
CALIENTE Y EN FRIO

Se pesaron 2,5 g de muestra en un vaso de precipitacion de 500 ml y se disolvieron en 250
ml de agua desmineralizada acabada de hervir. Se agitd moderadamente durante 30 segundos

y se controlo visualmente la presencia de sélidos no disueltos.

Se pesaron 2,5 g de nuestra en un vaso de precipitacion de 500 ml y se disolvieron en 250
ml de agua desmineralizada a 16°C+2°C. Se agité moderadamente durante 30 segundos y se

control6 visualmente la presencia de s6lidos no disueltos.

3.10. DETERMINACION DE MICROORGANISMOS
MESOFILOS Y COLIFORMES TOTALES

Para la determinacion de mesofilos totales y coliformes se utilizo el método de las diluciones
sucesivas y la siembra por extension, utilizando como medios de cultivo respectivamente el
Plate Count Agar (PCA) y el Chromocult.
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Los analisis se realizaron a partir de una disolucion madre preparada mezclando 1 g de sélido
pulverulento de I. guayusa (liofilizacion y spray drying) con 9 ml de agua destilada estéril.
A partir de esta disolucion se realizaron las diluciones sucesivas hasta la dilucion 10*. De
las diluciones 103 y 10 se tomaron 100 pl por repeticion y se sembraron en cajas Petri,
previamente preparadas. Por cada dilucion se consideraron tres repeticiones. Para la
determinacion de coliformes totales se sembro directamente de la disolucion madre ya que
el objetivo no era cuantificar, sino determinar la presencia/ausencia de dichas bacterias. Las
cajas se incubaron a una temperatura de 37°C por un tiempo de 48 h, para los
microorganismos mesofilos y a 25°C por 48 h, para los coliformes. Transcurridas las 48 h
se observaron las cajas para determinar si habia crecimiento y se consideraron, para fines de
conteo, exclusivamente las cajas Petri con nimero de colonias entre 30 y 300 UFC/ml. Para
las bacterias coliformes se utilizo la tabla colorimétrica para interpretar los resultados,
adjunta al medio de cultivo Chromocult. De hecho, en este medio de cultivo, las distintas
especies de coliformes aparecen de diferentes colores, lo cual es un caracter taxonémico que

permite reconocer de qué bacteria se trata.

3.11. DETERMINACION DE COBRE, PLOMO, HIERRO
Y ZINC POR MEDIO DE ABSORCION ATOMICA

Para la digestion de la muestra se pes6 0,5 g de las muestras obtenidas por liofilizacion y
Spray Drying, luego se adicion6 1 ml de perdxido de hidrogeno y 7 ml de &cido nitrico
(HNO3), seguidamente se colocaron los pocillos con las muestras en el equipo de sistema de
digestion de muestras por microondas por un tiempo determinado de 1 h :30 min. Luego se
coloco las muestras en matraces de 50 ml y este es aforado con HNOs. Finalmente, se
procedié a la respectiva lectura en el espectrofotdmetro de absorcién atémica para
determinar la cantidad de Cu, Zn, Fe y Pb. Para la determinacion de los metales mencionados
se realizaron las respectivas curvas de calibracion. Se aplico la siguiente formula para

determinar el nivel maximo de metales:

mg _ PPM X FDI
kg ~ PM

Donde:

PPM= Concentracién de la muestra en partes por mg/L (Lectura de Absorcion)

FDI= Factor de dilucidon en 1

16



PM-= Peso de la muestra inicial.

3.12. DISENO EXPERIMENTAL.

La primera fase del trabajo enmarcoé el disefio experimental de las muestras de decoccion
realizadas donde se evalud el contenido en cafeina y polifenoles totales mediante el método
espectrofotométrico, finalmente se establecid el mejor tratamiento en funcion de la
concentracion de cafeina y polifenoles totales. Se aplicé el disefio experimental mediante el

software Design Expet. A continuacion, se plantea el siguiente Disefio factorial 22:

Factor A: Relacion solido-liquido Factor B: Tiempo
AO0: 5 g dedroga vegetal en 100 mL de agua BO: 15 min

Al: 10 g de droga vegetal en 100 mL de agua B1: 22,5 min

A2: 15 g de droga vegetal en 100 mL de agua B2: 30 min

Tabla 3: Disefio experimental

Cantidad vs

Simbologia VVolumen Tiempo
A0.BO |59 100ml 15 min
AO,B1 |59 100ml 30 min
Al, BO 10g — 100ml 15 min
AL Bl 1109 - 100ml 22.5 min
A2, B0 15g — 100ml 15 min
A2, Bl 15g — 100ml 30 min

3.13. PROCEDIMIENTO

3.13.1. DECOCCION

Se realiz6 la decoccidn a partir de las hojas de guayusa adquiridas en un emprendimiento
local Ilamado Fundacion Chankuap ubicado en la provincia de Macas, Morona Santiago,

donde se controlo los siguientes pardmetros: Tiempo de decoccion y Temperatura.

3.13.2. TIPOSDE TECNOLOGIAS

Para la elaboracion del preparado hidrosoluble se aplicaron dos tipos de tecnologias,
respectivamente: la liofilizacion y el método denominado Spray Drying.

17



Diagrama 1: Proceso de Decoccion.

Colocar la muestra en Agua

!

Ebullicion (60 °C-90°C)

!

Filtrado

Fuente: (Farkas et al., 2014)

Diagrama 2: Principales etapas en los procesos de Liofilizacion.
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.
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DESECACION PRIMARIA

.

LA SUBLIMACION.

PRESION Y TEMPERATURAS ADECUADAS PARA LOGRAR

DESECACION SECUNDARIA

SE REALIZA MEDIANT E DESORCION

@@vv

Fuente: (Ponce, 2014)
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Diagrama 3: Principales etapas en los procesos de secado por Spray Drying. (Atomizacion.).

DOSIFICACION Y CARGA DEL PRODUCTO

.
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¢

ANALISIS DEL PRODUCTO
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PRESION DE PRODUCTO EN BOQUILLA,
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SOPLANTE Y TEMPERATURA DE SALIDA

VISCOSIDAD, CONCENTRACION DE SOLIDOS Y
TIEMPO DE RESIDENCIA

TAMARO DE PARTICULA Y CAUDAL DE SALIDA

GRANULOMETRIA DEL PRODUCTO Y CAUDAL DE
AIRE DE SALIDA

HUMEDAD Y TAMANO Y DISTRIBUCION DE
PARTICULA

Fuente: (Parrilla, 1957)
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RENDIMIENTOS DEL PROCESO DE
LIOFILIZACION Y SPRAY DRYING

La obtencion de los extractos pulverulentos con las dos tecnologias previstas dio
respectivamente un rendimiento de 9,74% en el caso de la liofilizacion y 7,99% en el
caso de la técnica spray drying. Esto puede deberse a que en la técnica de spray drying,
la concentracién inicial del extracto influye en el tamafio de la particula sélida que se
formay, por tanto, aquellas de pequefio tamafio tienen probabilidad de escaparse en la
corriente de aire, lo cual afecta el rendimiento. Esto puede mejorarse en la medida en la
que se sometan a secado extractos previamente concentrados. Por otra parte, la
liofilizacién parte de una congelacion (-84,5°C), lo cual condiciona que el rendimiento

sea superior.
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4.2. FACTORES QUE AFECTAN LA EXTRACCION
DE CAFEINA.

La presente investigaciéon ha enfocado los efectos de dos factores, tiempo y relacién
sélido-liquido, en la extraccion por medio de decoccion de cafeina de la hoja de I.
guayusa. Los valores de cada factor se muestran en la tabla 4. Los contenidos de cafeina
obtenidos estuvieron entre 62,98 y 71,70 mg/L, calculado en relacion a la masa seca, de
acuerdo a las condiciones experimentales.

Tabla 4: VValores de concentracién de la cafeina en los diferentes tratamientos

A D Cafeina
Exp Tiempo S/L mg/L
(min) (g/mL)

1 15 5/100 65.96
2 15 5/100 64.47
3 15 5/100 65.30
4 15 15/100 67.87
5 15 15/100 68.30
6 15 15/100 66.81
7 22.5 10/100 68.94
8 22.5 10/100 66.81
9 22.5 10/100 67.66
10 30 5/100 62.98
11 30 5/100 64.68
12 30 5/100 64.04
13 30 15/100 71.49
14 30 15/100 71.70
15 30 15/100 68.72

Latabla 4 permitio apreciar la estimacion de los efectos estandarizados positivos y sobre
la extraccion de la cafeina, teniendo en cuenta que Whitecomb & Oehlert  (2007),
mencionan que las variables altamente significativas corresponden a valores mas altos
de efectos estandarizados. Los efectos no significativos siguieron una distribucion
normal con media igual a cero y varianza constante.

El método implica que los efectos activos se evidencian en una posicion alejada de la
linea de normalidad mientras que los efectos no significativos tenderan a formar una

linea recta.
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Por lo tanto, los experimentos evidencian que el factor significativo (p<0,05) fue la
relacién solido-liquido, mientras que el tiempo de decoccion resultd no significativo

(p>0.05). La relacién entre los dos factores resulto ser significativa.

Design-Expert® Software

Cafeina Half-Normal Plot
A Error estimates
A: Tiempo 95— A
B: SL i
8 ]
B Negative Effects 90 —
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E A
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\ \ \ \ \
0.00 1.14 2.29 343 458

Efectos estandarizados

Figura 3. Efectos de los factores significativos y no significativos sobre extraccion de

cafeina en hojas de I. guayusa

Considerando el modelo propuesto por Anderson & Whitecomb (2016), cuando la
diferencia de los valores entre R-predicho y R-ajustado es menor de 0,2 los mismos se
consideran adecuados. En el caso del presente experimento el modelo factorial obtenido
presenta un buen ajuste con un valor de R? 0,8516. Se identifica como R-predicho
0,7253 y como R- ajustado 0.8112, cumpliendo con el requerimiento de una diferencia

menor de 0,2.
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Figura 4. Relacién entre los valores experimentales y predichos de la extraccion de
cafeina de hojas de I. guayusa.

En la tabla 5 se puede apreciar el modelo factorial seleccionado.

Tabla 5. ANOVA para el modelo factorial seleccionado

Fuente Suma de gl Cuadrados Valor F p-valor
cuadrados medios (Prob >
F)

Model 78,84 3 26,28 21,06 <0,0001 significativo
A-Tiem 2,00 1 2,00 1,60 0,2317
B-SL 62,84 1 62,84 50,33 < 0,0001
AB 14,00 1 14,00 11,21 0,0065
Residual 13,73 11 1,25
Falta de 2,14 1 2,14 1,84 0,2046 No
ajuste significativo
Error Puro 11,60 10 1,16
Total 92,57 14
Corregido

Paralelamente se ha desarrollado un grafico de Pareto que incluye el limite de
Bonferroni (Anderson & Whitecomb, 2016), como se muestra en la figura 5,

evidenciando que en el caso de la extraccion de cafeina el efecto de la relacion sélido-
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liquido se encuentra por encima del limite de Bonferroni, lo que indico que se trata de
un factor significativo mientras que el tiempo no tuvo influencia en la extraccion,
encontrandose por lo tanto debajo del limite de Bonferroni. La relacion entre los dos
factores mas bien se presentdé como significativa indicando que el tiempo por si solo no

afecta los rendimientos de extraccidn, pero potencia el efecto de la relacion sélido-

liquido.
Limite de Bonferroni 2.82003
B-SL
736 4 =
5.52 —
n
D
B AB
e 3.68 — o
>I p—
- || Bonferroni Limit 2.82003
| t-Value Limit 2.20099
1.84 — .
A-Tiempo
0.00 L— | L— |
W W W
1 2 3

Figura 5. Diagrama de Pareto para el valor t de los efectos para la extraccion de
cafeina.

La ecuacion, en términos de factores experimentales, se puede usar para hacer
predicciones sobre la respuesta para los niveles de cada factor. La ecuacion es Gtil para
identificar el impacto relativo de los factores significativos al comparar los coeficientes
de los factores:

Cafeina = 67,73 - 0,2Tiempo + 0,19Relacién sélido-liquido +0,03Tiempo/Relacion
solido-liquido

El modelo predictivo se us6 para generar graficos de superficie, para el anélisis de los
efectos variable sobre el rendimiento de la extraccion de cafeina. La interaccion de los
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factores estudiados en las variables dependientes se puede apreciar en la Figura6y 7.
Se puede observar que al aumentar la relacion solido—liquido aumenta el rendimiento
de extraccion de cafeina mientras que al aumentar del tiempo no se evidencia un

incremento significativo de la extraccion de la cafeina.
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Figura 6. Interaccién de los factores relacion solido-liquido y concentracion de cafeina
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Figura 7. Interaccion de los factores tiempo y concentracion de cafeina

Analizando las figuras 6 y 7 se puede identificar que el extracto con el mayor contenido de
cafeina, es decir el extracto que presenta las condiciones de extraccion 6ptimas, corresponde
al tratamiento con relacion sélido-liquido de 15 g en 100 ml de agua. Siendo el tiempo un
factor no significativo se eligié como extracto 6ptimo el que se da en un tiempo de 30
minutos porque en estas condiciones se obtienen la maxima cantidad de cafeinay polifenoles
totales, la informacion relacionada a los polifenoles totales sera detallada en el siguiente
capitulo. Por lo tanto, se eligi6 este tratamiento para los siguientes procesos de liofilizacion

y aplicacion de la técnica spray drying.

La cafeina, segln reporta Schustera & Mitchell, (2018), después de haberla ingerido en una
dosis mesurada de (50-250 mg) se absorbe casi totalmente en 45 min. Las concentraciones
limite de cafeina en la sangre se alcanzan luego de 30 minutos. En relacion a los efectos
procognitivos, las dosis méas beneficiosas respecto al tiempo de reaccion, efectos de memoria
aguda y cronica, y vigilancia son de 100 a 300 mg. Los metabolitos secundarios presentes
en la guayusa, pueden contribuir de dos formas en los efectos positivos de bebidas y
alimentos que poseen metilxantina; primero debido a su sinergismo con la cafeina y
teobromina son los responsables de producir efectos beneficiosos, y segundo podrian mitigar

los efectos adversos que tienen la cafeina. Aunque la informacion relacionada a
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investigaciones en humanos es escasa, estudios preliminares en ratas identifican que la

asuncion de cafeina parece aliviar el declino cognitivo debido a la edad.

En el presente estudio, considerando los varios tratamientos se obtuvo un valor de
concentracion de cafeina de 71,70 mg/L, que corresponde a 1,43 mg/g. Una investigacion
realizada por Wise, Graham; Santander, Demetrio, (2018) identificé un contenido de cafeina
de 19,08 mg/g. EI mismo estudio identifica que investigaciones realizadas por varios autores
presentan un amplio abanico de valores de concentracion de cafeina (8,13 — 75,8 mg/g), lo
que implica que la variabilidad del contenido de cafeina en la guayusa merece ser
profundizado en otras investigaciones. De hecho, la edad de la planta, su ubicacion
geografica, las condiciones climaticas y de suelo y, la forma de recoleccién de la hoja
(obtenida por una primera poda o por recolecciones sucesivas) son factores que pueden

afectar la cantidad de cafeina.

Las figuras 8 y 9 representan respectivamente un grafico tridimensional y un gréafico
bidimensional que relacionan los factores de la investigacion y el contenido de cafeina
evidenciando una vez mas la relevancia de la relacién sélido-liquido y la falta de impacto

del tiempo sobre el rendimiento de extraccion.
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Figura 8. Interaccion de los factores solido-liquido y concentracion de cafeina (grafico
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Figura 9. Interaccion de los factores tiempo y sélido-liquido (grafico bidimensional)
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4.3. FACTORES QUE AFECTAN LA EXTRACCION DE
LOS POLIFENOLES TOTALES.

La determinacion de los compuestos fenolicos por el método de Folin-Ciocalteu presentes
en extractos acuosos de la I. guayusa Loes, se usé la siguiente ecuacién: A= 0,0734C-
0,0028; donde, A representa a la absorbancia de la muestra medida a 765nm en un
espectrofotometro y C concentracion de la muestra, la constante 0,0734 representa la
pendiente y 0,0028 el intercepto. La concentracion de polifenoles totales se expresé en mg/L,
sobre la base del &cido galico y se obtuvo un intervalo de valores entre 33.0 mg/L y 55.76
mg/L. A continuacidn, se presenta la tabla 6 con los valores de los tratamientos realizados

por triplicado para la determinacion de polifenoles totales.

Tabla 6: Tratamientos realizados por triplicado para la determinacion de polifenoles

totales.

A D PT

Exp Tiempo S/L mg/L
(min) (g/mL)

1 15 5/100 33.0
2 15 5/100 33.3
3 15 5/100 34.4
4 15 15/100 40.5
5 15 15/100 41.5
6 15 15/100 39.3
7 22.5 10/100 39.1
8 22.5 10/100 39.6
9 22.5 10/100 39.9
10 30 5/100 28.17
11 30 5/100 31.24
12 30 5/100 30.92
13 30 15/100 50.86
14 30 15/100 55.76
15 30 15/100 52.49
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Como en el caso de la cafeina, apoyandose en el modelo propuesto para Whitecomb &
Oehlert, (2007), las variables altamente significativas corresponden a valores mas altos
de efectos estandarizados y los efectos activos se evidencian en una posicion alejada de
la linea de normalidad mientras que los efectos no significativos tenderan a formar una
linea recta. Por lo tanto, en el caso de los polifenoles totales los experimentos muestran
que todos los factores, relacion sélido-liquido, tiempo y la relacién entre los dos son
significativos (p<0,05).

Design-Expert® Software

Polifenoles Half-Normal Plot

A Error estimates
A: Tiempo 95 — A
B: SL i
o
B Negative Effects 90 —
e 4 o
- 80— B-SL|
N=) E A
o 703
S I A
o E|
P =
o E A g
50 =
3 A
30 -
20 - 4 O i
10 — A A—Tlempo
o5 6
0.00 3.72 7.45 11.17 14.90

Efectos estandarizados

Figura 10. Efectos de los factores significativos y no significativos sobre extraccion

de polifenoles totales en hojas de I. guayusa

Igualmente, como en el caso de la cafeina, se considera que el modelo propuesto por
Anderson & Whitecomb, (2016), identifica que la diferencia entre los valores de R-
predicho y R-ajustado es menor de 0,2, y por lo tanto el modelo es adecuado. El presente
estudio finalizado a la extraccion de los PT presenta un buen ajuste con un valor de R?
0,9766. Se identifica como R-predicho 0,9503 y como R- ajustado 0.9702, cumpliendo

con el requerimiento de una diferencia menor de 0,2.
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Figura 11. Relacion entre los valores experimentales y predichos de la extraccion de
polifenoles totales de hojas de I. guayusa.
En la tabla 7 se puede apreciar el modelo factorial seleccionado.

Tabla 7. ANOVA para el modelo factorial seleccionado

Fuente Suma de gl Cuadrados ValorF p-valor
cuadrados medios (Prob >
F)

Model 921,92 3 307.31 152,71  <0,0001 significativo
A-Tiem 62,75 1 62,75 31,18 0,0002
B-SL 665,73 1 665,73 330,82 <0,0001
AB 193,44 1 193,44 96,13 0,0001
Residual 22,14 11 2,01
Falta de 0,15 1 0,15 0,066 0,8019 No
ajuste significativo
Error Puro 21,99 10 2,20
Total 944,06 14
Corregido

Adicionalmente, se puede apreciar a continuacion un grafico de Pareto que incluye el
limite de Bonferroni (Anderson & Whitecomb, 2016). La figura 12 evidencia que por

lo que se refiere a la extraccion de polifenoles totales el efecto de la relacién sélido-
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liquido, el tiempo y la relacion entre los dos factores se encuentran por encima del limite
de Bonferroni, indicando que todos los factores son significativos, aunque en manera

diferente en cuanto el impacto mas relevante es el de la relacion solido-liquido.

Limite de Bonferroni 2.82003

B-SL
1740 4 =

14.50 —

11.60 —

8.70 —

t-Valores

5.80 — A-Tiempo

Bonferroni Limit 003
2.90 t-Value Limit| | |[099

0.00 4 = — —

Rank

Figura 12. Diagrama de Pareto para el valor t de los efectos para la extraccion de los
polifenoles totales.

La ecuacion es util para identificar el impacto relacionado a la extraccion de polifenoles
se manifiesta a continuacion:
Polifenoles Totales = 39.34 + 2,29Tiempo + 7,45Relacion sdlido-liquido
+4,02Tiempo/Relacion solido-liquido
Nuevamente, el modelo predictivo permitié generar graficos de superficie, para el
analisis de los efectos variable sobre el rendimiento de la extraccién de los polifenoles
(Figura 15y 16).
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Se puede observar que al aumentar de la relacion solido—liquido y el tiempo, aumenta

el rendimiento de extraccion de los polifenoles.
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Un estudio realizado por Chianesea, (2019), indica que el aislamiento de gran cantidad de
triterpenoides pentaciclicos que se encuentran presentes en la guayusa brindan mecanismos
de accion y una gran cantidad de principios activos. Garcia-Ruiz et al (2017), sefialan que
existen alrededor de 14 compuestos fenolicos presentes en las hojas de guayusa, de igual
manera mediante la aplicacion de dos metodos analiticos, DPPH y ORAC, mostraron que
esta posee una alta capacidad antioxidante. Jara, et al (2013), muestran que extractos
obtenidos con etanol en las hojas de guayusa poseen un alto contenido de flavonoides y
fenoles. Villacis, Stinco, Jerves, Ortiz, & Ruales (2017), mediante la aplicacion del método
DPPH cuantificaron 14 tipos de compuestos fendlicos y 7 tipos de carotenoides, de los cuales
el maés representativo fue la luteina. Una investigacion realizada por Pardau, Pereira,
Apostolides, Serema, & Bester, (2017), Sefiala que el contenido de polifenoles totales
presente en la guayusa fluctia entre 54,39 y 67,23 mg/g. Mediante la aplicacion de un
método espectrofotométrico encontraron que los principales compuestos presentes en la
guayusa son los derivados del acido cafeoil-quinico. La presencia de las mencionadas
moléculas esta directamente relacionada a la actividad antioxidante de los extractos de I.

guayusa.

4.4, PARAMETROS FISICO QUIMICOS Y
MICROBIOLOGICOS EN BASE A LA NTE INEN
1122:2013

Una vez realizados los dos extractos pulverulentos fue posible determinar algunos
pardmetros fisico-quimicos y microbiol6gicos basados en la normativa NTE INEN
1122:2013, relacionada al café soluble el cual representa el producto presente en el mercado

nacional e internacional mas similar al objetivo de la presente investigacion.

A continuacion, se puede apreciar en la tabla 8 la comparacion de los parametros fisico-
quimicos obtenidos analizando los solidos pulverulentos del presente trabajo y los rangos

permitidos por el café soluble.
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Tabla 8. Comparacion entre algunos datos fisico-quimicos de los extractos de guayusa y
del café soluble.

CAFE SOLUBLE
GUAYUSA (NTE INEN 1122)
PARAMETROS Spray . Spray
N | Liofilizado .
Liofilizado Drying otttz ] Drying
MIN | MAX | MIN | MAX
pH 5,56 55 47 | 55 [ 47| 55
Solubilidad 30 seg 30 seg - 33;0 - 33;0
Agua Caliente g g
Cenizas totales 13,58 13,87 - 14 - 14
Solub|l|c!ad 3 min 3 min - [3min| - |3min
Agua Fria

En latabla 8, se puede observar los parametros fisico-quimicos de las muestras del preparado
hidrosoluble de I. guayusa obtenidas por las técnicas de liofilizacion y spray drying, los
cuales se encuentran dentro de los requisitos establecidos por la normativa NTE INEN
1122:2013 del café soluble.

Tabla 9. Comparacion de la presencia de algunos metales entre los extractos de guayusa y
del café soluble.

CAFE SOLUBLE
GUAYUSA (NTE INEN 1122)
PARAMETROS Spray . Spray
Liofilizado Drying Liofilizado Drying
mg/kg mg/kg MAX MAX
mg/kg mg/kg
Cobre 11,3 12,35 20 20
Plomo N/D N/D 1 1
Zinc 69,6 234,5 50 50

N/D — no detectable

En la tabla 9 se pueden apreciar los valores de metales conseguidos al analizar las muestras
del sélido pulverulento obtenido por las dos tecnologias. Los valores relacionados al cobre
se hallan dentro de los parametros aceptados por la normativa NTE INEN 1122:2013 del
café soluble, mientras que por lo que se refiere al zinc se superan los limites en ambos casos.
El plomo presenta valores inferiores al limite de deteccidn del equipo de absorcion atomica.

no obstante, el zinc supera el limite maximo permisible por la normativa anteriormente

37



mencionada. Posiblemente los altos valores de zinc se deben a caracteristicas especificas de

los suelos donde se han recolectado las hojas, nuevas investigaciones deberian profundizar

este tema.

Tabla 10. Determinacion de hierro en los extractos de guayusa y del café soluble.

GUAYUSA
PARAMETROS Spray
Liofilizado Drying
mg/kg mg/kg
Hierro 29,20 19,35

Los resultados de los andlisis microbioldgicos muestran que los extractos obtenidos, tanto

por liofilizacion como por spray drying, no tienen presencia de microorganismos mesofilos,

ya que no han crecido colonias en las cajas Petri. Por lo que se refiere a las bacterias

coliformes, se han observado colonias de Salmonella solo en la muestra obtenida mediante

liofilizacion. Es posible que la presencia de dicha bacteria haya sido debida a una

contaminacion del equipo liofilizador o a un error del operador.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Se obtuvo un preparado hidrosoluble en forma de sélido pulverulento a partir de
extractos de la especie I. guayusa, aplicando las técnicas de liofilizacion y spray
drying. El preparado representd un ingrediente para nuevas bebidas funcionales en
base a una especie amazonica;

Las mejores condiciones para maximizar la extraccion de cafeina y polifenoles son
las que prevén 15 g de droga en 100 ml de agua, llevando a decoccion por 30 minutos.
La relacidn sélido-liquido se ha demostrado significativa tanto para la extraccion de
la cafeina como de los polifenoles. El tiempo no resulté ser significativo por lo que
se refiere al contenido de cafeina, es de decir, que al variarlo no se obtenian
resultados distintos. Sin embargo, el tiempo si fue significativo en la determinacién
de polifenoles totales.

Las técnicas empleadas en la obtencion del sélido pulverulento, mostraron
diferencias en el rendimiento; para liofilizacion se obtuvo un rendimiento en base
secade 9,74% y 7,99% para la técnica spray drying. En relacién a los parametros
fisico-quimicos, los valores de cenizas, pH y solubilidad no tienen gran
diferencia entre las dos tecnologia, ademas estos resultados se encuentran dentro
del intervalo aceptable propuesto por la normativa NTE INEN 1122:2013 del
café soluble, y en los andlisis quimicos la cantidad de cobre y plomo del
preparado hidrosoluble obtenido por las dos técnicas se ubican dentro de los
parametros propuestos por la norma mencionada anteriormente, no obstante el
contenido de zinc sobrepasa el limite maximo aceptable;

En cuanto a los parametros microbiol6gicos de la NTE INEN 1122:2013, los dos
extractos cumplen con la normativa por lo que se refiere a los meséfilos aerobios,
ya que no se registro presencia de estos. Mientras la muestra obtenida por
liofilizacion, no cumple con el limite aceptable de coliformes totales ya que se

registro presencia de Salmonella.
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5.2. RECOMENDACIONES

Profundizar el estudio del contenido de cafeina y polifenoles de I. guayusa en
relacion a diferentes factores relacionados a la botanica de la especie y a su contexto,
como la edad de la planta, su ubicacion geogréfica (altitud, exposicion a la luz, etc.)
y las caracteristicas del suelo. Adicionalmente, es relevante identificar si existe una
diferencia entre el contenido de metabolitos secundarios en la primera poda o en
rebrotes de la misma rama. Las nuevas informaciones deberian permitir la
estandarizacion de los métodos de recoleccion aumentando los rendimientos.
Optimizar con nuevos estudios los parametros de trabajo de la liofilizacién y de la
técnica spray drying.

Proponer un estudio para profundizar los limites permitidos o aconsejables de la
presencia de metales en los extractos sélidos de I. guayusa.

Realizar un analisis de costo de produccion con el fin determinar la eficiencia de las

dos tecnologias empleadas para la obtencién de los sélidos pulverulentos.
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